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論文の内容の要旨
　カンジダ酵母（Cα〃棚“肋α〃∫）は，高頻度にヒトに寄生し日和見感染する代表的な病原性真菌類である。高
齢化やHW感染，医療の高度化で免疫抵抗性の低下する潜在人口が増加する中で，カンジダ感染症を含む真菌感
染症が直接的な死因に繋がるケースが増加しており，有効な薬剤の開発が切望されている。感染過程いおいて決
定的な役割を果たすものの一つが細胞壁上に存在するマンノースを主成分としたマンナンタンパク質である。そ
の生合成は小胞体でのタンパク質の合成に引き続いておこる複雑な糖鎖付加修飾の過程を経て，ゴルジ体で完成
される。小胞体での糖鎖付加は全て真核生物で高度に保存されているのに対し，ゴルジ体におけるマンノース糖
鎖付加は，真菌（酵母を含むカビ），植物，一部の原生動物などに特異的である。
　本研究の最終的な目的は糖鎖の生物機能の理解，特に真核生物における糖ヌクレオチド輸送および糖鎖修飾機
構の解明を通じて抗真菌薬剤の開発への応用に貢献することである。細胞壁の主要な構成成分の一つであるマン
ナンタンパク質は，細胞の最外層に存在することから，細胞問の認識，宿主と寄生細胞聞の接着，シグナル受容
等，細胞と外部環境との相互作用に関わる多様な生物機能に重要な役割を果たしている。
　酵母のゴルジ体内腔で起こる糖鎖修飾では，GDP一マンノース（GDP－maη）を糖供与体として，タンパク質あ
るいは脂質に，数～最大約200残基のマンノースが付加される。この基質となるGDFmaηは細胞質で合成され，ゴ
ルジ体膜上の特異的なGDP－man輸送体によってゴルジ体内腔へと輸送されている。パン酵母（S雌ω肋θ）にお
いて，GDFman輸送体タンパク質をコードする遺伝子（∫6服G4）が糖鎖合成に欠陥のある変異株の機能相補に
よって単離され，その機能が解析された。Sc暇G4遺伝子は337アミノ酸からなる複数回膜貫通型のタンパク質を
コードし，ゴルジ体膜上でホモニ量体を形成している。ScVrg4pは生育に必須で，点変異体では実際に糖タンパク
質の分子量が減少することから，酵母ゴルジ体におけるマンノース付加において，唯一の原料供給源としてマン
ノース糖鎖修飾を制御し得るものと考えられている。
　本研究の端緒として，S　c㈱伽αθの暇G4と相関性の高いGDFm狐輸送体の遺伝子を病原性酵母Cα肋㈱及
びその類縁酵母Cg肋κ肋より単離し，その構造および機能を解析した。
　Cα肋鰍∫より単離したCα暇G4遺伝子はS6服G4遺伝子と65％の相同性を示す371アミノ酸からなるタンパク
質をコードし，この○服を∫鮒ωゴ∫加のo昭4変異株で発現させた結果，変異形質を機能的に相補した。またGFP
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との融合タンパク質をCα肋㈱内で発現させた結果，∫o舳州αθの場合と同様にゴルジ体への局在が観察され
た。更にCaVrg4pが生存に必須であるか否かの検討のために，遺伝子の破壊実験を行った。通常2倍体で存在す
るCα肋伽5は，∫6舳必加のような1倍体の性的交雑による2倍体の作成が困難である。そこで，一方の遺伝
子座を桃σ㎜一桃Gカセットで破壌した後Uraの栄養要求性マーカーを一旦回復してから，再度同カセットを挿
入する手法を試みたが，第二の遺伝子座の破壊株が得られないことから，Cα㎎G4は必須遺伝子であることが予
想された。そこで第二の遺伝子座の上流をメチオニン添加で発現制御の可能な雌τ3プロモーターに置換する手
法で〃Eτ助一㎜G4ん侶4止桃G株を得た。Cα服G4遺伝子の発現を抑制する細胞は致死となり，これがCα肋㈱
の生育に必須なGDFman輸送体をコードする唯一の遺伝子であることが判明した。一方，上記のhe㎜izygote株は
少量のメチオニン添加では生存可能であり，変異株として興味深い様々な表現型を示した。特に宿主への感染時
に大きな役割を果たすと言われている。Cα肋燃に特徴的な菌糸体（hyphae）の形成過程で，真性の菌糸形成が
この変異株では阻害されており，Cα暇G4遺伝子が抗真菌剤の作用標的部位として有望なことを示唆した。
審査の結果の要旨
　本研究は，’病原性酵母Cα肋燃のGDFma皿輸送体遺伝子Cα眠G4を単離し，これが生存に必須であること，C
α肋α郷に特徴的な菌糸体の形成に影響を与えることを明らかにした。また近縁の病原性酵母’Cg肋7肋からも
㎎G4遺伝子を単離・同定して，その構造を比較検討した。今後はC。α肋㈱の菌糸体形成遇程で認められた
Cα㎎04遺伝子の発現抑制による偽菌糸段階での形態変化の停止と細胞骨格の重合を伴う極性の変化や細胞壁成
分の合成との関連の解明が期待される。本研究の結果は，酵母の糖鎖修飾機構の解明を通じて抗真菌剤開発への
貢献をめざす糖鎖生物学研究に重要な知見を提供するものである。その過程で，CaVrg企GFP融合タンパク質の調
整によってゴルジ体マーカーの系を，またN一結合型糖鎖のサイズを調べる際のモデルタンパク質として酸性フォ
スファターゼの系を，それぞれCα肋α郷で初めて確立した。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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